













































tetramethoxyflavone （Fisetin tetramethyl ether， 以 下
FTM と略す）につきラット、モルモットおよびヒト肝
Ms による in vitro 代謝を調べた。また、代謝に関与す
る CYP 分子種を推定するために、phenobarbital（PB）、
3-methylcholanthrene（MC） お よ び dexamethasone
（DEX）を前処理したラット肝 Ms でも同様に調べた。
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fisetin 500 mg を、炭酸カリウム18.4 g、ジメチル硫酸 




fisetin が FTM に変換していた。得られた FTM は100％





製）；カラム、Inertsil ODS-HL（10 × 250 mm､ 5μm
粒径、GL Sciences 製）； 移動相、60％アセトニトリル
-0.1％ギ酸；流速、5.0 mL/min； 検出波長、340 nm。
最終的に、FTM が450 mg 得られ、純度は99.5％であっ
た。
３．動物肝 Ms の調製
　Wistar 系雄性ラット（体重約200 g）および Hartley
系雄性モルモット（体重約300 g）は、それぞれ12匹を
九動より購入し、１群４匹として、未処理群、PB 前処
理群、MC 前処理群および DEX 前処理群の４群に分け
た。PB は生理食塩水に溶解し80 mg/kg の用量を、MC








　0.2 mM FTM、NADPH 生 成 系（0.33 mM NADP、5 
mM G-6-P、G-6-PD 1.0 unit）、6 mM MgCl2お よ び 肝
Ms（1 mg protein）を100 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）
とともに合計1 mL として、37℃で20分間インキュベー
ト後、冷メタノール 3 mL 添加により反応を停止した。
氷中にて30分間放置した後、3,000 rpm で10分間遠心
分離を行い、上清を HPLC および LC-MS に付した。代
謝物の定量は、基質である FTM の検量線を用いて行っ
た。なお、HPLC の分析条件は次の通りである。分析
機 器、LC-10AT（ 島 津 製 ）； カ ラ ム、Mightysil RP-18 
（250 × 4.6 mm i.d.､ 5μm 粒径、Merck 製）；移動相、
Ａ液0.1％ギ酸、Ｂ液100％アセトニトリル、Ｂ液20 - 
60 ％（10 min）– 60 ％（8 min）– 100 ％（5 min）；
流速、1.0 mL/min；検出波長、340 nm。また、LC-MS
の分析条件は次の通りである。分析機器、LCMS-8030
（島津製）； カラム、Shim-pack XR-ODS II（150 × 2.0 
mm、2.2μm 粒径、島津製）；カラム温度、40℃； 移動
相、Ａ液0.1％ギ酸、Ｂ液100％アセトニトリル、Ｂ液
20 - 60％（5 min）– 60％（4 min）– 100％（5 min）； 
流速、0.2 mL/min。
５．その他









Fig. 1に、生成された FTM 代謝物の HPLC クロマトグラ
ムを示す。
　FTM は保持時間17.20 min に検出された。代謝物と
思われるピークは、未処理 Ms で４種類、PB 前処理 Ms
で５種類、MC 前処理 Ms で６種類、さらに DEX 前処理
Ms では５種類検出された。これらの代謝物はいずれも
FTM より早く溶出され、FTM から前方へと、M1（保持
時間15.15 min）、M2（13.76 min）、M3（13.27 min）、
M4（12.48 min）、M5（12.04 min）、M6（10.41 min）
と命名した。
　次に、各代謝物の生成活性を FTM の検量線を用いて
計算した（Fig. 2）。未処理 Ms では代謝物 M1、M2、
M3、M5が検出され、このうち、主代謝物は M1であ
り、2.33 nmol/min/mg protein であった。次に、M5、
M2および M3が続き、それぞれ0.25、0.09および0.03 












（0.11 nmol/min/mg protein）。 さ ら に、DEX 前 処 理
Ms では、PB 前処理 Ms の結果とよく類似していたが、
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Fig. 1  HPLC chromatograms of FTM and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), PB-treated (B), 
MC-treated (C) and DEX-treated (D) rats. 
Fig. 1　HPLC chromatograms of FTM and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), 
PB-treated (B), MC-treated (C) and DEX-treated (D) rats.
Fig. 2　Effect of CYP inducers on FTM metabolism by rat liver microsomes.
Con represents liver microsomes of untreated rats. 
Each bar represents mean ± S.D. of four rats.
*Significantly different from untreated rats, p<0.05.
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Fig. 3に、FTM 代謝物の HPLC クロマトグラムを示す。
代謝物と思われるピークが新たに、M6a（保持時間
10.73 min）と M7（保持時間9.11 min）が検出された。
未処理 Ms、PB および DEX 前処理 Ms では６種類、MC
前処理 Ms では７種類が生成された。次に、FTM の検
量線から各代謝物の生成活性を算出した。Fig. 4に示す
ように、未処理 Ms では、M2が主代謝物（3.35 nmol/
min/mg protein）で、次いで M5、M4、M1の順であっ
た。PB 前 処 理 Ms で は、M2が 未 処 理 の1.7倍、M4は
12倍と著しく増加したが、M5と M1は未処理と同程度
であった。なお、モルモット特有の M6a は、未処理の
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Fig. 3  HPLC chromatograms of FTM and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), PB-treated (B), 
MC-treated (C) and DEX-treated (D) guinea pigs. 
Fig. 4　Effect of CYP inducers on FTM metabolism by guinea pig liver microsomes.
Con represents liver microsomes of untreated guinea pigs. 
Each bar represents mean ± S.D. of four guinea pigs.
*Significantly different from untreated guinea pigs, p<0.05.
Fig. 3　HPLC chromatograms of FTM and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), 
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MC および DEX 前処理ラット肝 Ms で代謝したものを
用いた。なお、モルモット特有の代謝物である M6a と
M7の場合、MC 前処理モルモット肝 Ms のものを用い
た。Table 1にその結果を示す。
　LC-MS の結果、M1は m/z 329 [M+H-14] ＋ であるこ
とから一脱メチル化体、M2は m/z 359 [M+H+16] ＋で
あることから一水酸化体、以下同様に、M3は二脱メチ
ル化体（m/z 315 [M+H-28] ＋ ）、M4と M5は一脱メチ
ル化・一水酸化体（m/z 345 [M+H+2] ＋）、さらに M6
は三脱メチル化体（m/z 301 [M+H-42] ＋）と推定され








ト肝 Ms では、代謝物が５種類、すなわち M1～ M5が
検出され、主代謝物は M1と M2であった（Fig. 5）。次
に、FTM 検量線を用いて定量した結果、M1および M2
の生成活性は、それぞれ0.15および0.20 nmol/min/mg 






Fig. 5  HPLC chromatograms of FTM and its metabolites 
formed by human liver microsomes.  
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Fig. 5　HPLC chromatogram of FTM and its metabolites 
formed by human liver micro mes.
Fig. 6　Metabolism of FTM by human liver microsomes.
Each bar represents mean ± S.D. of triplicate determinations.
ND, not detected.  BD, below detection limit.
Table 1　LC-MS data of FTM and its metabolites formed by 










M6 5.56 301 [M+H-42] ＋ Tri-demethylation  
M6a 5.74 N.D.
M5 6.41 345 [M+H+2] ＋
Hydroxylation and 
mono-demethylation
M4 6.65 345 [M+H+2] ＋
Hydroxylation and 
mono-demethylation
M3 7.08 315 [M+H-28] ＋ Di-demethylation
M2 7.35 359 [M+H+16] ＋ Hydroxylation
M1 8.13 329 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation



































　前述のラット肝 Ms による LTM 代謝では、11種類
の代謝物が生成されたが、そのうち、３つの代謝物が
基質より遅れて溶出された17）。最近、PMF 類の5- 水
























　ラット、モルモットおよびヒト肝 Ms による FTM 代
謝において、大きな種差が見られた。まず、M1と M2
の生成量に大きな差があった。すなわち、M1は未処
理 ラ ッ ト 肝 Ms で 最 も 多 い 代 謝 物（2 nmol/min/mg 
protein）であるが、未処理モルモットではラットの
10％程度であった。一方、M2は未処理モルモット肝


























































































これまでに、PMF 代謝では、MC 誘導性の CYP1A 酵
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